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“Entender é sempre limitado. Mas não entender pode 
não ter fronteiras. Sinto que sou muito mais completa 
quando não entendo. (...)É uma benção estranha, como 
ter loucura sem ser doida. É um desinteresse manso, é 
uma doçura de burrice. Só que de vez em quando vem a 
inquietação: quero entender um pouco. Não demais: mas 




Diversos estudos epidemiológicos sugerem relação inversa entre o consumo 
regular de café e a ocorrência de algumas desordens neurodegenerativas 
como a doença de Parkinson e a doença de Alzheimer. Dados experimentais 
da literatura principalmente relacionados às ações farmacológicas da cafeína 
corroboram esta hipótese. Assim, foram avaliados extratos de café com 
diferentes conteúdos de cafeína em testes in vitro e in vivo. A diferença 
encontrada nas concentrações de cafeína não interferiu na capacidade 
antioxidante dos extratos avaliada pelo teste de sequestro de radicais DPPH e 
pelo teste de inibição da lipoperoxidação. Na avaliação da inibição da enzima 
anticolinesterase, no entanto, os cafés cafeinados inibiram a enzima em 
concentrações muito menores quando comparados ao café descafeinado. Da 
mesma forma, foi observada atividade pró-dopaminérgica para os cafés 
cafeinados mas não para o descafeinado no teste da catatonia induzida por 
haloperidol após com tratamento agudo com café (50, 150 e 500 mg/kg, v.o.) e 
cafeína (98,6 mg/kg, v.o.). A cafeína e as doses de 150 e 500 mg/kg dos cafés 
forte e extra-forte foram capazes de bloquear significativamente o estado 
catatônico induzido pelo haloperidol. Após tratamento continuado por 45 dias 
com as doses acima descritas, foi observada redução no número de rotações 
de animais com lesão unilateral do feixe prosencefálico medial por 6-OHDA 
tratados com a dose de 500 mg/kg de café forte apenas, após a administração 
de metanfetamina. Esse resultado é correlacionável com um efeito 
neuroprotetor no modelo utilizado. O conjunto destes resultados sugere que o 
café pode agir como neuroprotetor contra a doença de Parkinson, com 
importante contribuição da cafeína. 
Palavras-chave: Coffea arabica, Doença de Parkinson, cafeína, testes in vitro, 
sistema dopaminérgico. 
 Abstract 
Several epidemiologic studies suggest an inverse relation between regular 
coffee consumption and the occurrence of some neurodegenerative disorders 
such as Parkinson’s and Alzheimer’s diseases. Experimental data from the 
literature corroborate this hypothesis, mainly related to the pharmacological 
activities of caffeine. Coffe extracts with different caffeine content were 
therefore evaluated in in vitro and in vivo tests. Difference between caffeine 
concentrations within the extracts did not interfere in their antioxidant capacity, 
which was accessed by the DPPH radical scavenging test and by the 
lipoperoxidation inhibition test. In the acetylcholinesterase inhibitory capacity 
however, caffeinated coffes inhibited the enzyme in much smaller 
concentrations when compared to decaffeinated coffee. Likewise, pro-
dopaminergic activity in caffeinated coffee, but not in decaffeinated coffee, was 
observed in the haloperidol-induced catalepsy test after acute treatment with 
coffee (50, 150 e 500 mg/kg, p.o.) and caffeine (98,6 mg/kg, p.o.). Caffeine, 
medium-dark and dark roasted coffees (150 and 500 mg/kg) were capable of 
significantly revert the cataleptic status induced by haloperidol. Reduced 
number of rotations in animals with 6-OHDA lesion in the forebrain middle 
bundle was observed after 45 days of continued treatment in the 500 mg/kg 
dose of medium-dark roasted coffee only, after methamphetamine 
administration. This result is correlated with neuroprotective effect in this model. 
These altogether results suggest that coffee may act as neuroprotector against 
Parkinson’s disease, with important contribution of caffeine. 
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 O último século foi marcado por melhoria nas condições sanitárias e por 
diversos avanços médicos, resultando no envelhecimento da população. Com 
isto, doenças associadas à idade tem se tornado cada vez mais frequentes. A 
estimativa das Nações Unidas é de que em 2050 o número de pessoas com 65 
anos ou mais cresça mais rápido que qualquer outra faixa etária, provocando 
efeitos em todos os aspectos da sociedade (World Population Ageing, 2007). 
Grande parte do encargo social associado a esse envelhecimento da 
população é devido às doenças neurodegenerativas, nas quais há perda 
neuronal por processos intrínsecos de morte celular. Apesar da taxa de 
mortalidade destas doenças ser considerada baixa quando comparada a outras 
doenças, elas provocam incapacitação dos indivíduos e são portanto 
consideradas um importante problema de saúde pública (Menken et al., 2000). 
 É provável que o desenvolvimento das doenças neurodegenerativas se 
inicie anos antes do surgimento dos sintomas, que ocorre tardiamente na vida 
do indivíduo, dificultando a definição de suas causas (Elbaz et al., 2007). Para 
algumas delas, porém, como as doenças priônicas humanas, a etiologia já está 
bem estabelecida – sendo exemplos a Insônia Familiar Fatal, causada por uma 
mutação autossômica herdada, e o Kuru, adquirida pelo consumo ritualístico de 
cérebro de mortos infectados (Imran e Mahmood, 2011). Outro exemplo é a 
Doença de Huntington, doença neurodegenerativa hereditária mais comum, 
provocada por uma mutação no gene da huntingtina (Finkbeiner, 2011). Para a 
maioria das doenças, no entanto, e excluindo os poucos casos nos quais é 
possível traçar uma origem familiar, a relação entre os fatores genéticos e os 




mais relevantes doenças neurodegenerativas: doença de Alzheimer e doença 
de Parkinson. 
Apesar de a etiologia não ser clara, um fator importante envolvido na 
patogênese de várias doenças degenerativas associadas à idade é o estresse 
oxidativo. Um aumento na produção de espécies reativas do oxigênio (EROs) 
está associado à neurodegeneração, inclusive na doença de Parkinson e na 
doença de Alzheimer (Coyle e Puttfarcken, 1993; Giasson et al, 2002; Di 
Matteo e Esposito, 2003; Choi et al, 2004). Ao lado da morte neuronal por 
necrose, o estresse oxidativo é um dos deflagradores da morte celular por 
apoptose, e ocorre nestas doenças de maneira disfuncional (Duncan, 2011). 
Na doença de Parkinson, a auto-oxidação da dopamina e principalmente sua 
oxidação enzimática produzem grande quantidade de EROs, e sua inativação – 
predominantemente dependente da glutationa peroxidade – é deficitária, sendo 
o processo agravado constantemente pela produção compensatória de 
dopamina, que forma sempre novos radicais livres (revisão em Schultz et al., 
2000). 
 A doença de Parkinson tem seu nome devido a James Parkinson, 
médico inglês que primeiro a descreveu em 1817 sob o nome de “paralisia 
agitante”. A alteração no nome foi feita por Jean-Martin Charcot, neurologista 
francês responsável pela sugestão do primeiro tratamento para a patologia, em 
1877, a base de hioscinamida (Teive, 1998). As primeiras alterações motoras 
aparecem em indivíduos entre 50 e 70 anos de idade (Hughes et al., 1993) e 
são classicamente apresentadas pela tríade: tremor de repouso, 
acinesia/bradicinesia e rigidez muscular. Outros sintomas incluem distúrbios de 




cognitivas. Sua prevalência é variável de acordo com a população estudada, 
sendo mais alta na Europa quando comparada à África, Ásia ou América do Sul 
(revisão em Wirdefeldt et al., 2011). No Brasil, o estudo de Barbosa e 
colaboradores (2006) encontrou uma prevalência de 3,3% em pessoas com 
mais de 65 anos de idade. 
 Os sintomas são causados principalmente pela perda de neurônios 
dopaminérgicos da substância negra pars-compacta, projetados para o estriado 
através do feixe prosencefálico medial, e pelo acúmulo de inclusões 
citoplasmáticas de α-sinucleína sob a forma dos corpos de Lewis (Lees et al., 
2009). Além da perda neuronal nesta região, há também degeneração da via 
dopaminérgica na área tegmentar ventral (Agid et al., 1990), diminuição dos 
neurônios noradrenérgicos no locus coeruleus, perda de serotonina nos 
núcleos da rafe, e queda da acetilcolina no núcleo basal de Meynert (Candy et 
al., 1983). 
 Uma das abordagens para o estudo dessa doença é o uso de modelos 
experimentais. Os modelos animais mais amplamente utilizados para avaliar os 
processos fisiopatológicos da doença de Parkinson ou o efeito de possíveis 
drogas anti-parkinsonianas envolvem a degeneração dos neurônios 
dopaminérgicos através do emprego de neurotoxinas. São principalmente duas 
as toxinas utilizadas: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) e 6-
hidroxidopamina (6-OHDA). O MPTP foi descoberto por acaso em 1982, 
quando um grupo de jovens apresentou características similares às da doença 
de Parkinson após a injeção de um análogo de heroína contaminado com a 




substância altamente tóxica, cuja utilização requer condições experimentais 
especiais e de custosa implementação. 
 A 6-OHDA foi descrita como modelo experimental para a doença de 
Parkinson por Ungerstedt e Arbuthnott (1970), passando a ser amplamente 
utilizada para este propósito e sendo por muito tempo o único método bem 
validado. Esta neurotoxina não é capaz de atravessar a barreira hemato-
encefálica, sendo injetada intraventricular ou intracerebral, e então transportada 
especificamente pelos transportadores de dopamina e noradrenalina. Uma vez 
captada pelos neurônios catecolaminérgicos, provocam auto-oxidação, 
gerando estresse oxidativo nas células, com formação de peróxido de 
hidrogênio e ativação das cascatas de apoptose (Blum et al., 2001; Wang et al., 
2012). 
 Os modelos de degeneração induzidos por neurotoxinas, como a injeção 
de 6-OHDA, permitem avaliar substâncias candidatas a agentes terapêuticos 
quanto à sua capacidade de neuroproteção. Ressalta-se que até o presente 
momento não existe qualquer substância capaz de impedir este processo, mas 
podem ser utilizadas drogas que aumentem a disponibilidade de dopamina: 
pela administração de agonistas diretos dos receptores dopaminérgicos, ou 
pela reposição parcial dos níveis de dopamina (com o precursor Levodopa), ou 
pela inibição da metabolização da dopamina pela enzima monoamina-oxidase 
(MAO) ou ainda pelo uso de inibidores da enzima catecol-orto-metil transferase 
(COMT). Este é, portanto, um campo promissor para o desenvolvimento de 
novos fármacos. 
 Essa abordagem de reativação das vias é válida também em outras 




colinérgicos, ou dos anticolinesterásicos (que impedem a metabolização do 
neurotransmissor acetilcolina). O uso de inibidores de acetilcolinesterase 
também poderia ser feito na terapêutica da doença de Parkinson, em pacientes 
que apresentam quadro associado de demência ou déficit cognitivo, mas ainda 
não existe um tratamento preconizado para tal (Giacobini, 2004). Alguns 
estudos sugerem os efeitos benéficos de drogas anticolinesterásicas nos 
sintomas cognitivos da doença (Werber e Rabey, 2001; Dujardin et al., 2006). 
Estes tratamentos, no entanto, são mais eficazes quando ainda em fases 
iniciais, e não são capazes de reverter toda a sintomatologia. 
Considerando também o papel do estresse oxidativo na morte neuronal, 
o uso de antioxidantes foi proposto como estratégia terapêutica para o 
tratamento de certas doenças neurodegenerativas. Esta abordagem pode ser 
dividida em duas categorias: uso de vitaminas antioxidantes (vitamina E e 
análogos, vitamina C) e uso de compostos “não-vitamínicos” (notadamente 
flavonóides e catequinas, além de outros compostos provenientes de plantas) 
(Migliore et al., 2005). Dentre as muitas possíveis fontes vegetais destes 
compostos está o café. 
 O café é uma das bebidas mais consumidas no mundo, sendo 
preparado a partir de sementes torradas e moídas de Coffea arabica L. ou 
outras espécies cultivadas. Oriundo da Etiópia, chegou ao Brasil em meados 
do século XVIII e tornou-se o principal produto agrícola de exportação ao longo 
do século XIX. Sua história no país é atrelada a diversos acontecimentos 
históricos importantes, como o período final da escravatura e à imigração 




 Sua atividade estimulante é atribuída à cafeína (presente também nas 
sementes de guaraná e em alguns chás), a qual é um antagonista competitivo 
de receptores adenosinérgicos e em altas concentrações inibidor da 
fosfodiesterase (Daly e Fredholm, 1998). A concentração de cafeína nos grãos 
de café varia em função da espécie e variedade cultivada, do grau de 
maturação dos frutos e em função da torrefação. Embora o processo de torra 
tenha pouco efeito sobre a quantidade de cafeína, um composto termoestável, 
ele altera significativamente o teor de outros constituintes, como açúcares, 
proteínas e ácidos clorogênicos, e assim a proporção entre os mesmos (Toci et 
al, 2006). 
De Paulis e colaboradores (2002) sugerem que, além da cafeína, os 
derivados clorogênicos sejam compostos farmacologicamente importantes e 
possivelmente responsáveis por alguns efeitos do café. Eles descrevem a 
capacidade de inibição do transportador de adenosina em cultura celular do 
3,4-diferoil-1,5-quinídeo, composto formado após a torra do café (De Paulis et 
al., 2002). 
Ou seja, a cafeína e os ácidos clorogênicos, presentes no café, atuam 
sobre o sistema adenosinérgico através de diferentes mecanismos. Sabe-se 
que o sistema adenosinérgico participa da modulação da transmissão 
dopaminérgica, existindo uma estreita associação entre receptores 
dopaminérgicos e adenosinérgicos em certas regiões cerebrais (Bove et al., 
2005; Aguiar et al., 2006; Kalda et al., 2006; Kelsey et al., 2009). De fato, a 
aplicação de cafeína e outros antagonistas adenosinérgicos aumenta a 




Alguns estudos epidemiológicos sugerem uma relação inversa entre o 
consumo habitual de café e a doença de Parkinson (Ross et al., 2000; Ascherio 
et al., 2001; Ross e Petrovitch, 2001). Uma vez que a cafeína é o constituinte 
mais conhecido do café e com atividade farmacológica melhor descrita, um 
grande número dos experimentos realizados relaciona a ela suas ações e não 
a outros compostos também presentes no café (seja em extratos torrados ou 
não). Chen e colaboradores (2001) demonstraram a capacidade da cafeína em 
reduzir a destruição dopaminérgica induzida pelo MPTP, droga utilizada em um 
modelo animal que reproduz a doença de Parkinson. Também já foi 
demonstrado que antagonistas de receptores adenosinérgicos A2A – como a 
cafeína – são realmente capazes de proteger contra degeneração 
dopaminérgica em modelos animais de doença de Parkinson (Ikeda et al., 
2002). Estes receptores são responsáveis pelo ajuste fino da transmissão 
dopaminérgica nos gânglios basais e foram os primeiros alvos não-
dopaminérgicos de drogas anti-parkinsonianas (Boison, 2008). Ainda, estudo 
de Dall”Igna e colaboradores (2003) demonstrou que a cafeína é capaz de 
prevenir a neurotoxicidade induzida pela proteína β-amilóide através do 
bloqueio de receptores adenosinérgicos A2A, bem como estudos mais recentes 
suportam a idéia de que o café seria protetor também contra a doença de 
Alzheimer (Arendash et al., 2006; Arendash et al., 2009; Cao et al., 2009). 
No entanto, como descrito por De Paulis e colaboradores (2002), outros 
compostos podem apresentar ações sobre o sistema nervoso central. Um 
trabalho de mestrado realizado recentemente no Departamento de 
Psicobiologia da UNIFESP confirmou que um extrato de café não torrado atua 




e induzindo rotações em ratos lesionados unilateralmente com 6-OHDA, um 
modelo animal da doença de Parkinson (Molska, 2009). A importância da 
cafeína e da torrefação nestes processos, entretanto, permanece incerta. 
É importante também ressaltar a variedade dos cafés disponíveis no 
mercado para a população. Existe uma grande variedade de marcas e diversas 
apresentações – grãos, pó, café solúvel – com variados conteúdos de cafeína e 
graus de torrefação. A forma de apresentação do produto altera seus 
constituintes, podendo também alterar sua atividade farmacológica. Por este 
motivo, torna-se necessário avaliar as variáveis que irão, ou não afetar a 




















 O objetivo deste estudo foi avaliar e comparar extratos de café com 
diferentes graus de torrefação e conteúdos de cafeína quanto às suas 




 Avaliar o efeito antioxidante de diferentes extratos de café em dois 
modelos in vitro; 
 Avaliar o efeito anticolinesterásico de diferentes extratos de café e da 
cafeína em modelo in vitro; 
 Avaliar o efeito da administração aguda de diferentes extratos de café e 
de cafeína sobre a catatonia experimental induzida por haloperidol; 
 Avaliar o efeito da administração repetida de diferentes extratos de café 
e da cafeína sobre o comportamento rotacional de ratos lesionados no 
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 Foram utilizados extratos de café solúvel granulado comercializados pela 
Nestlé®, em quatro diferentes apresentações: Original (Extra-forte; lote 
92511210), Tradição (Forte; lotes 00541210, 10681210, 11921210, 12481210), 
Matinal (Equilibrado; lote 91631210A) e Descafeinado (lotes 92021210, 
02461210, 03301210, 11551210). Tais extratos foram armazenados em 
dessecador, à temperatura ambiente, e solubilizados em água destilada no 
momento dos testes. 
 As demais drogas utilizadas no estudo e seus respectivos fabricantes 
foram as seguintes: apomorfina (Tocris, St. Louis, EUA), haloperidol (Haldol®, 
Janssen-Cilag), metanfetamina (doação da Polícia Federal), rivastigmina 
(Exelon®, Novartis), ácido tricloroacético (Synth, Brasil), cafeína anidra, ácido 5-
5’-ditio-bis-(2-nitrobenzóico) (DTNB), acetilcolinesterase, iodeto de 
acetiltiocolina, ácido tiobarbitúrico e 6-OHDA (Sigma, St. Louis, EUA). Os sais 
utilizados na preparação das soluções tampão foram obtidos da marca Merck 
(Darmstadt, Alemanha). Anestésicos, antibióticos e antiinflamatórios 
empregados nos procedimentos cirúrgicos foram adquiridos em farmácias. 
farmácias. Os sais, solventes e outras drogas empregadas na avaliação 
fitoquímica e quantificação de monoaminas por HPLC foram adquiridas de 
fontes variadas. 
 Todas as doses das drogas administradas nos procedimentos foram 
baseadas em experimentos anteriores. 
 
 




 Foram utilizados camundongos machos albinos Suíços de 3 a 4 meses 
de idade, pesando entre 30 e 50 g, e ratos machos da linhagem Wistar de 2 a 4 
meses, pesando entre 250 e 450 g, ambos provenientes do biotério do Centro 
de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia 
(CEDEME) da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP). Os animais 
foram criados em salas com controle de temperatura (23 ± 2 ºC) e ciclo claro-
escuro de 12 horas com início do período claro às 7:00 da manhã, com água e 
comida ad libitum. Pelo menos duas semanas antes do início dos 
experimentos, foram transferidos para as instalações do Departamento de 
Psicobiologia, mantendo-se as mesmas condições de biotério acima descritas. 
O projeto foi encaminhado para avaliação do Comitê de Ética em Pesquisa da 
UNIFESP, sendo aprovado sob o número de protocolo 1637/09 (anexo I). 
 
3.3. Quantificação de cafeína 
 A quantificação da cafeína foi realizada usando cromatografia líquida de 
alta eficiência com detector de Diodo-Array (HPLC-DAD) segundo o método 
adaptado de Alves et al. (2006) e de Daglia et al. (2007). Para identificação de 
ácidos fenólicos e cafeína por CLAE/DAD, 31,2 μL das soluções (5 mg/mL, 
dissolvidas em metanol) foram injetados em equipamento DAD SPD-M10 Avp 
Shimadzu, dotado de detector de arranjo de fotodiodo. Os espectros de UV 
foram obtidos na faixa de 270 nm. 
 Foi utilizado uma coluna de fase reversa, C18, Zorbax – 5B – RP – 18, 
Hewlett Packard (4,6 x 250mm, 5μm) e um gradiente de 20-90% B (v/v) por 50 
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minutos. A fase móvel consistiu do eluente A (água destilada 0,1% HOAc) e do 
eluente B (metanol). O gradiente utilizado foi: 0 min. – 20%B; 10 min. – 30%B; 
20 min. – 50%B; 30 min. – 70%B; 40 min. – 90%B; 45 min. – 40%B e 50 min. – 
20%B. O fluxo empregado foi de 0,5 mL/min e a temperatura da coluna foi 
mantida em 28 °C. 
 O detector foi ajustado com absorbância em 260 nm, e a quantificação 
foi obtida através de uma curva padrão. As diluições (metanol como solvente) 
foram feitas através de uma solução inicial de 0,01% de cafeína. A curva 
padrão da cafeína foi construída com as seguintes concentrações: 0,2; 0,4; 0,6; 
0,8; 1,0 e 1,2. Os valores das áreas foram colocados nas ordenadas e a 
quantidade em μg de cafeína nas abscissas. Obteve-se a equação de reta: Y = 
2935,6 X, com R2 = 0,999. 
 
3.4. Medidas de atividade antioxidante 
 
3.4.1. Redução do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) 
 O método fotométrico do DPPH consiste em avaliar a redução de uma 
solução metanólica deste composto na presença de uma substância 
antioxidante doadora de íons hidrogênio. Amostras de 40 μL de diferentes 
concentrações dos variados extratos de café – 25, 50, 100, 200 e 400 μg/mL – 
foram incubadas à temperatura ambiente com 250 μL de solução DPPH 
(concentração com absorbância em 517 nm entre 0,6 e 0,8), em microplaca, 
por 25 minutos (Figura 1). Durante todo esse período, a absorbância foi medida 
em espectrofotômetro SpectraMax M2 (517 nm) e convertida em porcentagem 
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de atividade antioxidante (AA) segundo a fórmula: %AA = [(AbsBranco – 
AbsAmostra)/ AbsBranco] x100. Como branco foi utilizada uma amostra da solução 
de DPPH, sem adição do extrato (Duarte-Almeida et al., 2006). 
 
 
Figura 1: Aparelho de espectrofotometria. (Foto: Arquivo Pessoal) 
 
3.4.2. Inibição da lipoperoxidação instantânea 
 A atividade antioxidante de diferentes concentrações do extrato de café 
foi avaliada pela medida da inibição da lipoperoxidação espontânea de 
homogenatos de cérebros de ratos. O tecido foi obtido de animais anestesiados 
e submetidos à perfusão com salina, sendo os cérebros pesados e congelados 
até o momento do ensaio. 
 Para os experimentos, os cérebros foram descongelados e 
homogenados com tampão fosfato (NaCl 0,13M; NaH2PO4.H2O 0,02M; 
Na2HPO4.12H2O 0,02M) pH 7,4 na proporção de 1:4 (peso/volume), o material 
sendo mantido resfriado. Este homogenato foi centrifugado a 3000 rpm durante 
15 minutos e 4 ºC e o sobrenadante novamente diluído em tampão fosfato na 
proporção 1:3 (peso/volume). Três mililitros do homogenato foram então 
transferidos para erlenmeyers e 50 µL de cada concentração dos extratos – 
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125, 250, 500, 750 e 1000 µg/mL – foram adicionados. Dos preparados de 
cada concentração, uma alíquota foi incubada em banho-maria a 37 ºC durante 
60 minutos sob agitação leve, e uma permaneceu à temperatura ambiente. 
Após os 60 minutos, todos os frascos, incubados ou não, receberam 1 mL de 
ácido tricloro acético 5% e foram centrifugados a 3000 rpm, por 15 minutos a 4 
ºC. Em seguida foi retirado 1 mL do sobrenadante de cada amostra para tubos 
de ensaio contendo 1 mL de ácido tiobarbitúrico (6,7 mg/mL). Estes tubos 
foram levados à fervura por 20 minutos, e logo após colocados em gelo para 
encerrar a reação. A leitura da absorbância foi feita após os tubos retornarem à 
temperatura ambiente. 
 A lipoperoxidação espontânea gera, entre outros produtos, 
malonodialdeído. Este reage com o ácido tiobarbitúrico formando um composto 
colorido (Figura 2), cuja intensidade de coloração foi medida a 535 nm em 
espectrofotômetro Beckman DU650 (Stocks et al., 1974). 
 
 
Figura 2: Avaliação da inibição de lipoperoxidação espontânea após adição do 
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3.5. Avaliação da inibição da enzima acetilcolinesterase 
 A capacidade de inibição da enzima acetilcolinesterase pelos extratos de 
café foi observada in vitro. Através da ação da enzima, o substrato iodeto de 
acetiltiocolina é transformado em tiocolina, composto que reage com ácido 5-5’-
ditio-bis-(2-nitrobenzóico) (DTNB) formando um ânion amarelo, o qual absorve 
luz no comprimento de onda de 412 nm. O método foi realizado segundo 
Sharififar e colaboradores (2012). 
 Em microplaca (Figura 3), foram pipetados primeiramente 25 μL dos 
extratos de café nas concentrações de 0,5, 1, 2, 3 e 4 mg/mL ou de solução de 
cafeína nas concentrações 0,1, 0,2, 0,4, 0,8 e 1 mg/mL dissolvidos em solução 
tampão fosfato (NaCl 0,13M; NaH2PO4.H2O 0,02M; Na2HPO4.12H2O 0,02M) pH 
8,0. Em seguida foram acrescentados 80 μL de solução de DTNB pH 8,0 (0,1 
mg/mL) e 10 μL da enzima acetilcolinesterase em concentração de 0,8 U/mL. A 
mistura foi incubada a 37 °C por 5 minutos e mediu-se a absorbância (412 nm) 
em espectrofotômetro SpectraMax M2 antes da adição do substrato (medida 
basal). Em seguida foram adicionados 15 μL de solução de iodeto de 
acetilcolina (2,17 mg/mL) e imediatamente depois a mistura foi incubada por 5 
minutos a 37 °C. Ao final do período, a absorbância foi medida em 412 nm, e a 
porcentagem de inibição foi calculada segundo a fórmula: %I = [(AbsBranco – 
AbsAmostra)/ AbsBranco] x100. Como branco foi utilizado solução tampão ao invés 
do extrato de café, e como controle foi utilizada solução de rivastigmina 1 
mg/mL. Todos os testes foram feitos em triplicatas. 




Figura 3: Avaliação da atividade da enzima acetilcolinesterase após adição do 
cromógeno DTNB. (Foto: Arquivo Pessoal) 
 
3.6. “Screening” farmacológico 
 Foram utilizados 3 camundongos por grupo, cada grupo recebendo 
doses de 50 ou 500 mg/kg dos cafés descafeinado, equilibrado, forte e extra-
forte, por via oral.  
 Após a administração, os animais foram imediatamente colocados em 
grupos de 3 animais por gaiolas de arame (as barras espaçadas em 1 cm) 
(Figura 4) e observados aos 5, 10, 15, 30, 60, 120, 240 minutos e 24 horas, 
anotando-se as alterações comportamentais de acordo com protocolo 
rotineiramente empregado no Departamento de Psicobiologia (Carlini, 1972; 
Bezerra et al., 2011). Estes sinais são: micção, defecação, contorções 
abdominais, piloereção, ptose palpebral, atividade motora, tônus muscular, 
tremores ou convulsões, ataxia, sensibilidade dolorosa, sinais de estereotipa, 
bocejos, sono, auto-limpeza, lacrimejamento, salivação e qualquer outro sinal 
relevante. Uma vez que este teste tem caráter qualitativo, não houve 
quantificação dos comportamentos citados acima, e sim uma comparação com 
os animais do grupo controle, no intuito de verificar se doses extremas 
utilizadas provocavam alterações comportamentais significantes. 




Figura 4: “Screening” farmacológico. (Foto: Arquivo Pessoal) 
 
3.7. Bloqueio da catatonia induzida por haloperidol 
 Para indução de catatonia em camundongos foi utilizado haloperidol, um 
antagonista dopaminérgico, na dose de 5 mg/kg (i.p.), administrado trinta 
minutos após a administração oral dos extratos de café (descafeinado, forte e 
extra-forte, nas doses de 50, 150, ou 500 mg/kg) ou de água (grupo controle). 
O grupo controle negativo não recebeu haloperidol, mas salina, trinta minutos 
após o tratamento oral com água. Um grupo de animais foi tratado com cafeína 
apenas, na dose correspondente à quantidade de cafeína presente na dose de 
500 mg/kg do café com maior conteúdo deste composto (98,6 mg/kg). 
 O comportamento catatônico (Figura 5) foi avaliado após 45 minutos da 
administração do haloperidol, cada camundongo sendo colocado com as patas 
dianteiras posicionadas sobre bastões de vidro suspensos a 5 cm da superfície 
(Carlini et al., 1986). O tempo de catatonia (imobilidade) foi registrado, em 10 
tentativas consecutivas, ou até um máximo de 10 minutos, anotando-se o 
tempo que o animal permanecia na posição imposta em cada tentativa, até que 
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o intervalo de 10 minutos estivesse completo ou que o animal houvesse saído 
da posição imposta por 10 vezes consecutivas. 
 
 
Figura 5: Catatonia induzida por haloperidol. (Foto: Arquivo Pessoal) 
 
3.8. Determinação da dose de 6-OHDA para lesão do feixe 
prosencefálico medial (FPM) 
 
3.8.1. Procedimento cirúrgico 
 Ratos de aproximadamente 3 meses de idade foram anestesiados com 
quetamina (90 mg/kg, ip) e xilasina (13 mg/kg, ip), e submetidos aos 
procedimentos conforme Molska (2009). Foi realizada tricotomia do pêlo da 
região ântero-posterior da cabeça, e em seguida os animais foram fixados em 
aparelho estereotáxico (presos pelo ouvido e pelo focinho). Após assepsia da 
pele da cabeça com etanol iodado, administrou-se localmente cerca de 0,2 mL 
de lidocaína/noradrenalina 2% (sc) e fez-se a incisão. O ponto de perfuração e 
colocação de agulha injetora, para lesão do FPM do hemisfério direito, teve 
como referência o bregma e foi calculado segundo as coordenadas: AP, -1,9 
mm; ML, -1,9 mm; DV, -7,2 mm, adaptadas de acordo com o Atlas de Paxinos 
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e Watson (2005). A perfuração do crânio foi feita com auxílio de uma broca 
com cabeça sulcada de 2,0 mm de espessura. 
 Após a introdução da agulha injetora foram infundidos 2,0 µL de 
soluções contendo 6, 8 ou 12 µg de 6-OHDA, preparadas em salina tamponada 
(NaCl 0,15M; NaH2PO4.H2O 0,02M; Na2HPO4.12H2O 0,03M) com 0,2% de 
ácido ascórbico, com infusão controlada através de bomba eletrônica (0,4 
µL/min). Para o controle negativo foi injetada salina tamponada nos animais. Ao 
final da injeção a agulha foi retirada e a pele da cabeça suturada. Os animais 
foram tratados com 0,2 mL de penicilina G (20.000U/0,05 mL, im) e diclofenaco 
de sódio (0,2 mL, ip) e mantidos em ambiente aquecido por doze horas, 
quando então foram transferidos de volta para suas gaiolas moradia. 
 
3.8.2. Avaliação do comportamento rotacional 
 A avaliação do comportamento rotacional foi feita em cubas de acrílico 
(Figura 6), com 30 cm de altura, observando-se os animais individualmente por 
60 minutos, quanto ao número de rotações ipsilaterais e contralaterais 
completas (360°) (Ungerstedt e Arbuthnott, 1970). Estas avaliações ocorreram 
no 14º dia após a cirurgia, imediatamente após desafio com apomorfina (0,1 
mg/kg, sc) e no 15º dia, após desafio com metanfetamina (2,5 mg/kg, ip).  
 




Figura 6: Avaliação do comportamento rotacional. (Foto: Arquivo do grupo) 
 
3.9. Efeito do café e cafeína sobre o comportamento rotacional 
 
3.9.1. Esquema de tratamento 
 Foram utilizados ratos, com aproximadamente dois meses de idade ao 
início dos procedimentos, submetidos a procedimento cirúrgico conforme 
descrito no item 3.8.1, utilizando a injeção de 12 µg de 6-OHDA (selecionada a 
partir dos resultados descritos no item 4.6.). Os animais receberam nos 30 dias 
anteriores ao procedimento cirúrgico administração oral de café (forte ou 
descafeinado, nas doses de 50, 150 ou 500 mg/kg), cafeína (98,6 mg/kg, dose 
correspondente à quantidade de cafeína presente na dose de 500 mg/kg do 
café com maior conteúdo deste composto) ou água (grupos controle), de 
acordo com o grupo experimental, sempre em volume correspondente a 1 
mL/kg. 
 Após a cirurgia para indução da lesão no FPM, os animais foram ainda 
tratados por mais 15 dias, até logo após a avaliação do comportamento 
rotacional. 




3.9.2. Avaliação do comportamento rotacional 
 A avaliação do comportamento rotacional foi feita conforme descrito no 
item 3.8.2. Após 24 horas da avaliação do último comportamento rotacional, os 
animais foram eutanasiados de acordo com um dos procedimentos a seguir, 
dependendo da avaliação posterior:  
 Decapitação: neste caso o cérebro foi retirado e congelado em freezer a 
-80 °C, para posterior análise histológica (ilustrativa) e análise do 
conteúdo de monoaminas (item 3.9.4); 
 Perfusão intracardíaca de solução salina/heparina 1% e de solução de 
paraformaldeído 4%: neste procedimento o cérebro foi retirado e 
mantido durante uma semana em solução de paraformaldeído 1% para 
completar a fixação, e então congelados a -80 °C para análise 
imunohistoquímica (em processo). 
 
3.9.3. Análise histológica 
A partir dos cérebros obtidos conforme descrito no item 3.9.2, foram 
feitos cortes seriados de 40 μm de espessura em criostato, e preparadas 
lâminas histológicas com os cortes provenientes da substância negra. As 
lâminas foram coradas com cresil violeta em banho de 25 minutos, em seguida 
foram rapidamente passadas em banho de água destilada, álcool 70%, álcool 
80% e álcool 90%. Foram então imergidas em álcool absoluto por 5 minutos, 
depois em novo banho de álcool absoluto por 3 minutos. As lâminas foram 
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então colocadas em banhos consecutivos de xilol por 2 e 1 minutos e 
montadas com entellam e lamínula para observação em microscópio óptico. 
 
3.9.4. Dosagens de monoaminas centrais e seus metabólitos 
 A quantificação do conteúdo de monoaminas (dopamina – DA, 
noradrenalina – NA, serotonina – 5-HT) e alguns metabólitos (ácido 3,4-
dihidroxifenilacético – DOPAC, ácido homovanílico – HVA, e ácido 5-
hidroxiindolacético – 5-HIAA) foi realizada segundo modelo adaptado no 
Departamento de Psicobiologia (Machado, 2008), a partir de cérebros retirados 
de ratos conforme descrito no item 3.9.2. 
Foram dissecados os estriados de ambos os hemisférios cerebrais, sendo 
o lado esquerdo (íntegro) usado como controle para o lado direito (lesionado) 
do próprio animal. Os tecidos foram individualmente colocados em eppendorfes 
identificados e homogeneizados por sonda ultrasônica com adição de 500 µl de 
solução ácido perclórico 0,1 M (contendo 0,4 mM de metabissulfito de sódio, 
0,2 mM de EDTA e 0,2 mM de DHBA – padrão interno para o HPLC). Os 
homogenatos foram centrifugados a 11.000 rpm durante 20 minutos, a 2 °C. Os 
precipitados foram congelados em freezer comum para dosagem de proteínas, 
enquanto o sobrenadante foi novamente centrifugado em tubos para 
microcentrífuga com filtro acoplado de 0,22 µm (Coming Spin-x®) a 3000 rpm 
durante 5 minutos, e então as amostras foram congeladas a -80 °C para 
análise posterior. 
Os precipitados armazenados em freezer foram sonicados com solução 
hidróxido de sódio 0,1 N, e diluídos 40x com solução salina. As amostras foram 
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então avaliadas quanto à concentração de proteínas, utilizando a quantificação 
colorimétrica em microplaca, pelo ácido bicinconínico (Pierce Chemical, 
Rockford, IL). 
Um volume de 20 µL de cada sobrenadante foi injetado no circuito 
fechado de alta pressão de um aparelho de cromatografia líquida (Autoinjetor 
SIL-10a, Bomba LC-10AD; Shimatzu, Japão) e submetido à separação 
isocrática rápida de fase reversa em um sistema de colunas baseadas em 
sílica C18 (coluna Spheri-5, C18, ODS, 5 µm, 25cm x 4,6 mm, conectada a 
uma pré-coluna NewGuard Cartridge Column, RP-18, 7 µm; PerkinElmer 
Brownlee Columns, EUA). Tampão 0,163 M de ácido cítrico e 0,06 M de fosfato 
de sódio dibásico anidro foi usado como fase móvel, com 0,69 mM de octil-
sulfato de sódio como agente pareador de íons, adicionados com 12 mM de 
EDTA e ácido ortofosfórico até estabilização do pH em 2,85. A polaridade da 
fase foi ajustada adicionando-se 4% de acetonitrila e 1,7% de tetrahidrofurano 
em água bidestilada. A fase móvel foi então filtrada em uma membrana de 
acetato de celulose de 0,2 µm, desgaseificada por meio do borbulhamento de 
gás hélio e circulada no sistema a um fluxo de 1,4 mL/min. 
A detecção eletroquímica das monoaminas foi feita utilizando-se um 
detector amperométrico (L-ECD-6A, Shimadzu Japão), através da oxidação em 
um eletrodo de vidro/carbono a um potencial de +850 mV em relação ao 
eletrodo Ag-AgCl de referência. As amostras foram analisadas em duplicata 
para as concentrações de DA, NA, 5-HT, DOPAC, HVA e 5-HIAA, e a taxa de 
recuperação dos analitos foi determinada pelo DHBA inserido na 
homogeneização dos tecidos. A área do pico resultante de cada amostra foi 
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comparada com as áreas dos picos dos padrões de cada neurotransmissor ou 
metabólito, injetados em concentrações conhecidas de forma intervalada entre 
as corridas. 
 
3.10. Análise estatística 
 Os resultados foram comparados por análise de variância paramétrica 
(ANOVA) ou não paramétrica (Kruskal-Wallis), de acordo com as 
características de cada variável, com a aplicação de testes a posteriori quando 






4.1. Quantificação de cafeína 
 A cafeína é o principal composto detectado no comprimento de onda de 
260 nm, como observado nos cromatogramas abaixo, para os cafés 
descafeinado (Figura 7), equilibrado (Figura 8), forte (Figura 9) e extra-forte 
(Figura 10), e padrão cafeína (Figura 11). Embora outros padrões químicos não 
tenham sido utilizados, foi possível comparar qualitativamente a presença de 
outros constituintes nos extratos, conforme detalhado na tabela 1. 
 Usando a equação de reta obtida a partir da curva padrão, o conteúdo 
de cafeína encontrado para as amostras foi de 2,13% para o café extra-forte, 
1,65% para o café forte e 2,56% para o café equilibrado. O conteúdo de 





Figura 7: Constituintes do café descafeinado. Cromatograma contendo os picos 
dos constituintes no café descafeinado no comprimento de onda de 270 nm. 








Figura 8: Constituintes do café equilibrado. Cromatograma contendo os picos 
dos constituintes no café equilibrado no comprimento de onda de 270 nm. 





Figura 9: Constituintes do café forte. Cromatograma contendo os picos dos 
constituintes no café forte no comprimento de onda de 270 nm. Cafeína 










Figura 10: Constituintes do café extra-forte. Cromatograma contendo os picos 
dos constituintes no café extra-forte no comprimento de onda de 270 nm. 




Figura 11: Constituição do padrão cafeína. Cromatograma contendo o pico 
referente à cafeína, no tempo de retenção de 20,511 minutos, no comprimento 






 Outras substâncias encontradas nos extratos estão apresentadas abaixo 
na tabela 1. 






Constituintes encontrados Amostra de café 




9.3 300sh -330 Ácido quínico Todas as amostras 
9.7 300sh -330 Ácido 3,4,5-O-p-coumaroilquínico Descafeinado, forte 
17.8 300sh -330 Ácido 3-O-cafeoilquínico Forte, extra-forte 
18.5 270 Cafeína Equilibrado, forte, 
extra-forte 
20.3 300sh -330 Ácido 5-O-cafeoilquínico Todas as amostras 
21.7 300sh -330 Ácido 3-O-feruloilquínico Equilibrado 
22.4 300sh -330 Ácido 4-O-cafeoilquínico Todas as amostras 
24.0 300sh -330 Ácido 5-O-feruloilquínico Forte, extra-forte 
26.4 330  Ácido 4-feruloilquínico Forte, extra-forte 
 
  
4.2. Medidas de atividade antioxidante 
 
4.2.1. Redução do radical livre DPPH 
 A figura 12 mostra a porcentagem da ação antioxidante para as 
diferentes concentrações dos cafés descafeinado, equilibrado, forte e extra-





corresponde a 50% da ação seqüestradora de radicais livres (IC50) foi 
calculado por regressão linear a partir de triplicatas, correspondendo a 205,62 
μg/mL no café descafeinado (A), 202,79 μg/mL no café equilibrado (B), 205,62 
μg/mL no café forte (C) e 179,00 μg/mL no café extra-forte (D). Não foi 
observada diferença estatística entre as curvas. 
 
 
Figura 12: Redução do radical livre DPPH. Regressão linear para determinação 
da porcentagem de ação antioxidante pelo extrato de (A) café descafeinado, 
(B) café equilibrado, (C) café forte e (D) café extra-forte. As curvas pontilhadas 
indicam o intervalo de confiança 95%. Todos os testes foram feitos em 
triplicatas. 
 
4.2.2. Inibição da lipoperoxidação espontânea 
 A figura 13 ilustra a inibição da lipoperoxidação espontânea de 





extratos de café descafeinado (A), equilibrado (B), forte (C) e extra-forte (D), 
baseada nas concentrações iniciais de pipetagem. O valor de inibição 50% 
(IC50) foi calculado por regressão linear em 482,96 μg/mL para o café 
descafeinado, 360,86 μg/mL para o café equilibrado, 353,55 μg/mL para o café 
forte e 417,54 μg/mL para o café extra-forte. Não foi observada diferença 




Figura 13: Inibição da lipoperoxidação espontânea. Regressão linear para 
determinação da porcentagem de inibição da lipoperoxidação espontânea de 
homogenatos de cérebros de ratos pelo extrato de (A) café descafeinado, (B) 
café equilibrado, (C) café forte e (D) café extra-forte. As curvas pontilhadas 






4.3. Avaliação da inibição de enzima acetilcolinesterase 
 A figura 14 apresenta a inibição da enzima acetilcolinesterase pelos 
extratos de café descafeinado (A), equilibrado (B), forte (C) e extra-forte (D) e 
pela cafeína (E). O valor que corresponde a 50% da inibição da enzima (IC50) 
foi calculado por regressão linear a partir de triplicatas, sendo 62,07 μg/mL para 
o café descafeinado (valor calculado por extrapolação da curva), 3,55 μg/mL 
para o café equilibrado, 4,94 μg/mL para o café forte, 5,42 μg/mL para o café 









Figura 14: Inibição da enzima acetilcolinesterase. Regressão linear para 
determinação da porcentagem de inibição da enzima acetilcolinesterase pelo 
(A) café descafeinado, (B) café equilibrado, (C) café forte, (D) café extra-forte e 
(E) pela cafeína. As curvas pontilhadas indicam o intervalo de confiança 95%. 







4.4.  “Screening” farmacológico 
 A tabela 2 apresenta os principais sinais apresentados pelos animais 
tratados com as doses de 50 ou 500 mg/kg de café descafeinado, equilibrado, 
forte e extra-forte, quando comparados qualitativamente a animais tratados 
com água (controle). Não foram observados sinais de toxicidade, como 
tremores, convulsões, ataxia ou morte. Também não foram observadas 






















Tabela 2: “Screening” farmacológico. Efeitos apresentados por animais tratados 
com as doses de 50 ou 500 mg/kg dos diferentes extratos de café. 
Droga testada Sinal Doses testadas 
50 mg/kg 500 mg/kg 
 Piloereção - - 
Café Atividade motora - - 
Descafeinado Reflexo a estímulos - ↑ 
 Estereotipia - - 
 Piloereção - - 
Café Atividade motora ↑ ↑ 
Equilibrado Reflexo a estímulos - ↑ 
 Estereotipia - + 
 Piloereção + - 
Café Atividade motora ↑ ↑ 
Forte Reflexo a estímulos - ↑ 
 Estereotipia - - 
 Piloereção - + 
Café Atividade motora ↑ ↑ 
Extra-forte Reflexo a estímulos - ↑ 
 Estereotipia - + 
          (-) Ausência; (+) Presença; (↑) Aumento. Avaliação qualitativa. 







4.5. Bloqueio da catatonia induzida por haloperidol 
 O comportamento catatônico induzido pelo antagonista dopaminérgico 
haloperidol foi avaliado em três diferentes parâmetros: tempo total de catatonia 
até um máximo de 10 minutos, número de tentativas necessárias para que o 
animal permanecesse na posição imposta (até um máximo de 10 tentativas ao 
longo de 10 minutos), e o índice de catatonia, um valor de padronização das 
medidas obtido através de divisão do tempo total somado de todas as medidas 
(em segundos) pelo número de tentativas. 
 Para o tempo total de catatonia observado, foi feito um teste Shapiro-
Wilk para verificação da normalidade da amostra, que não foi atendida (W= 
0,826, gl= 131, p<0,05). Desta forma foi feito um teste de Kruskal-Wallis para 
averiguar o efeito de cada tratamento, que mostrou diferença significante entre 
os grupos amostrais [H(11, N= 132)= 47,181, p<0,05]. Na figura 15A são 
apresentadas as diferenças encontradas entre os grupos, pelo teste de Mann-
Whitney, sendo que os resultados mostram que as doses de 150 e 500 mg/kg 
do café forte, e a dose de 150 mg/kg do café extra-forte foram efetivas em 
diminuir significativamente o tempo de imobilidade dos animais. 
 O número de tentativas não apresentou distribuição normal dos dados, 
segundo o teste de Shapiro-Wilk (W= 0,087, gl= 131, p<0,05), sendo feito 
então um teste de Kruskal-Wallis [H(11, N= 132)= 42,325, p<0,05]. O teste 
post-hoc de Mann-Whitney mostrou aumento significante no número de 
descidas da barra para as doses de 150 e 500 mg/kg tanto para o café forte, 






 A padronização dos dados pelo índice de catatonia também não 
obedece à curva de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk (W= 0,677, gl= 
131, p<0,05). Foi feito então o teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis, o qual 
mostrou diferença significante entre os grupos [H(11, N= 132)= 51,679, 
p<0,05]. A figura 15C apresenta as diferenças encontradas no teste post-hoc 
de Mann-Whitney, com reduções significantes em relação ao grupo controle 
encontradas para os grupos tratados com as doses de 150 e 500 mg/kg para 
ambos os cafés cafeinados forte e extra-forte. 
 A cafeína foi efetiva nos três parâmetros avaliados, enquanto o 
tratamento com café descafeinado nas doses de 50 a 500 mg/kg não modificou 







Figura 15: Bloqueio da catatonia induzida pelo haloperidol. Tempo total de 
catatonia observado, em segundos (A), número de tentativas necessárias (B) e 
índice de catatonia (C) dos animais tratados com as doses de 50, 150 ou 
500mg/kg dos extratos descafeinado, forte ou extra-forte. Resultados 
apresentados em média ± erro padrão. *p<0,05 na comparação com o grupo 





4.6. Determinação da dose de 6-OHDA para lesão do feixe 
prosencefálico medial 
 Para avaliação do comportamento rotacional de ratos após lesão 
unilateral do feixe prosencefálico medial foram quantificados o número de 
rotações contralaterais à lesão induzidas pela apomorfina (RCA), e o número 
de rotações ipsilaterais induzidas pela metanfetamina (RIM). Para ambos os 
casos não foi atendida a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk (RCA: 
W=0,587, gl=23, p<0,05; RIM: W=0,567, gl=23, p<0,05). Desta forma foram 
feitos testes de Kruskal-Wallis para verificar diferenças significantes, 
encontradas para ambos (RCA: H(4, N=23)= 13,040, p<0,05; RIM: H(4, N=23)= 
9,738, p<0,05). O teste post-hoc de Mann-Whitney mostrou diferença 
significante (em ambos os parâmetros) apenas para o grupo de animais em 












Figura 16: Rotações induzidas por diferentes quantidades de 6-OHDA. Número 
de rotações contralaterais induzidas por apomorfina (avaliação no 14º dia) e 
rotações ipsilaterais induzidas por metanfetamina (avaliação no 15º dia) em 
animais com lesão no feixe prosencefálico medial por 6, 8 ou 12 μg de 6-
OHDA. Resultados apresentados em média ± erro padrão. *p<0,05, na 
comparação com o grupo controle (Kruskal-Wallis / Mann-Whitney, n=4-8). 
 
4.7. Efeito do café e cafeína sobre o comportamento rotacional 
 
4.7.1. Avaliação do comportamento rotacional 
 Na avaliação do comportamento rotacional após lesão unilateral do feixe 
prosencefálico medial foram computados o número de RCA e o número de 
RIM. 
 Para ambas as medidas foi realizado um teste de Shapiro-Wilk de 
normalidade da amostra, a qual não foi atendida em nenhuma ocasião (RCA: 





tratamento prolongado com café descafeinado, café forte ou cafeína foi 
analisado através do teste de Kruskall-Wallis, o qual mostrou diferença 
significante para RCA (H(8, N= 126)= 16,469, p<0,05) e para RIM (H(8, N= 
126)= 32,353, p<0,05). 
 O teste post-hoc de Mann-Whitney mostrou diferença entre o grupo 
controle e o grupo controle negativo nas duas avaliações, mas entre os grupos 
experimentais apenas o grupo tratado com 500 mg/kg de café forte apresentou 









Figura 17: Efeito do café e cafeína sobre o comportamento rotacional. Número 
de (A) rotações contralaterais induzidas por apomorfina (RCA, avaliadas no 14º 
dia) e (B) rotações ipsilaterais induzidas por metanfetamina (RIM, avaliadas no 
15º dia) em ratos tratados com as doses de 50, 150 ou 500mg/kg dos extratos 
descafeinado ou forte. Resultados apresentados em média ± erro padrão. 







4.7.2. Análise histológica 
 A observação dos cortes histológicos evidenciou a perda neuronal na 
substância negra no lado lesionado quando comparado qualitativamente ao 
lado íntegro, nos animais que receberam a injeção de 6-OHDA (imagens 
ilustrativas). 
 
Figura 18: Análise histológica (ilustrativa). Fotomicrografia de lâmina do cérebro 
de rato lesionado com 6-OHDA. Coloração com cresil-violeta para marcação 
dos corpos celulares de neurônios: (A) Demarcação da substância negra. 
Aumento de 1x; (B) Lado íntegro. Aumento de 10x; (C) Lado lesionado. 






4.7.3. Dosagem de monoaminas centrais e metabólitos 
A medida de concentração de monoaminas centrais e metabólitos foi 
quantificada em nanogramas da substância (NA, DA, 5-HT, DOPAC, HVA, 5-
HIAA) pela quantidade de proteína total da amostra. 
As amostras foram analisadas pelo método ANOVA, mostrando diferença 
significante no hemisfério lesionado para os grupos dopamina (F(8,73)=  2,379, 
p<0,05), noradrenalina (F(8,73)=  2,241, p<0,05), DOPAC (F(8,73)=  2,989, p<0,05) 
e HVA (F(8,73)=  2,546, p<0,05), mas não para a serotonina e seu metabólito 5-
HIAA (figuras 19 e 20). Como esperado, nenhuma diferença foi encontrada 
para as monoaminas e seus metabólitos no hemisfério não lesionado. 
Na análise a posteriori, o teste de Duncan mostrou que as diferenças 
ocorreram apenas quando os grupos experimentais foram comparados ao 
grupo controle negativo (grupo injetado com salina ao invés de 6-OHDA), e não 
quando comparados ao grupo que também teve o hemisfério direito lesionado 







Figura 19: Cromatogramas ilustrativos de hemisférios de rato após lesão com 


















Figura 20: Níveis de monoaminas centrais e metabólitos. Concentração das 
monoaminas dopamina (A), noradrenalina (B), serotonina (C) e dos metabólitos 
DOPAC (D), HVA (E) e 5-HIAA (F) em ng/mg de proteína total em cérebros de 
ratos tratados com as doses de 50, 150 ou 500mg/kg dos extratos 
descafeinado (D) ou forte (F). Resultados apresentados em média ± erro 
padrão. *p<0,05, na comparação com o grupo controle negativo 






































 Diversos estudos apontam para uma relação inversa entre o consumo 
de café e algumas doenças, como diabetes tipo 2 (van Dam e Hu, 2005; Huxley 
et al., 2009), câncer de endométrio (Je e Giovannucci, 2011), carcinoma 
hepatocelular (Johnson et al., 2011) e outros cânceres (Yu et al., 2011), bem 
como de algumas doenças neurodegenerativas, como a doença de Parkinson e 
a doença de Alzheimer (Ross et al, 2000, Ross e Petrovitch, 2001; Ascherio et 
al, 2001, Arendash et al, 2006). Acredita-se que sua proteção frente à doença 
de Parkinson possivelmente se deve ao antagonismo da cafeína sobre 
receptores adenosinérgicos A2A, como um mecanismo de neuroproteção (Chen 
et al., 2001; Aguiar et al., 2006; Kelsey et al., 2009; Eskelinen e Kivipelto, 2010) 
e que será discutido mais adiante. 
 A análise do conteúdo de cafeína em diferentes apresentações de café 
(descafeinado, equilibrado, forte e extra-forte) mostrou concentrações deste 
composto variando de uma quantidade desprezível no café descafeinado, até 
2,56% no café equilibrado. As definições de “equilibrado”, “forte” e “extra-forte” 
referem-se ao sabor e aroma do café, decorrentes do seu grau de torra. A torra 
do café altera seus constituintes, conferindo-lhe o aroma característico e 
produzindo compostos diferentes daqueles presentes nos grãos verdes. As 
condições dessa torra influenciam na degradação e na formação de diversos 
compostos, como na formação de vários derivados clorogênicos, pela reação 
de Maillard (Farah et al., 2005; Bekedam et al., 2008; Moon et al., 2009). 
Contudo, o grau de torrefação não está diretamente relacionado com a 
concentração de cafeína, como pode ser observado pela quantificação deste 





 A torra também pode interferir na capacidade antioxidante de extratos de 
café (Daglia et al., 2000; del Castillo et al., 2002; Daglia et al., 2004; Delgado-
Andrade et al., 2005). No presente estudo, os extratos testados apresentaram 
atividades antioxidantes similares, independente do grau de torrefação. O 
resultado obtido também indica que a cafeína não deva ser determinante nesta 
ação do café. Embora a atividade antioxidante do presente estudo tenha sido 
observada somente em testes in vitro é bastante provável que ela se manifeste 
também in vivo, de modo que poderia contribuir na prevenção ou amenização 
de doenças ligadas a processos de estresse oxidativo.  
Também foi observada ação anticolinesterásica in vitro para o café pela 
técnica derivada do método de Ellman (Ellman et al., 1961). Os extratos 
cafeinados equilibrado, forte e extra-forte foram capazes de inibir de maneira 
semelhante a ação da enzima acetilcolinesterase, enquanto o extrato 
descafeinado apresentou essa ação apenas com doses muito maiores. Os 
resultados obtidos demonstram que a ação anticolinesterásica do café deve-se 
majoritariamente à cafeína, que por si só, em pequenas quantidades, 
apresentou a maior capacidade de inibição da enzima. Para os ácidos 
clorogênicos, normalmente presentes no café, também já foi demonstrada ação 
anticolinesterásica (Kwon et al., 2010). A atividade anticolinesterásica inferior 
apresentada pelo extrato descafeinado sugere que tal extrato pode ser pobre 
em ácidos clorogênicos, ou que esse efeito já observado para tais compostos é 
moderado em comparação à cafeína. Drogas inibidoras de acetilcolinesterase 






Estudos anteriores já haviam demonstrado a ação da cafeína per se 
como promotora de neuroproteção contra a doença de Alzheimer, prevenindo a 
neurotoxicidade induzida pela proteína β-amilóide através do bloqueio de 
receptores adenosinérgicos A2A (Dall’Igna et al., 2003), bem como pela 
diminuição de seus níveis (Arendash et al., 2009; Cao et al., 2009). Poucos 
estudos, no entanto, se atentam à sua capacidade de ação sobre a enzima 
acetilcolinesterase (Karadsheh et al., 1991; Okello et al., 2012). 
 Como já citado, a cafeína é um antagonista competitivo não específico 
de receptores adenosinérgicos e em altas concentrações inibidor da 
fosfodiesterase (Daly e Fredholm, 1998). O sistema adenosinérgico promove 
regulação homeostática em todos os tipos de células e modulação sináptica no 
sistema nervoso central, através da modulação da liberação dos 
neurotransmissores e de sua ação pós-sináptica (Cunha, 2001), sendo os 
principais receptores: o receptor A1, amplamente distribuído pelo cérebro e de 
ação inibitória; e o receptor A2A, localizado em altas quantidades em poucas 
regiões (como no estriado) e de ação estimulatória (Dunwiddie e Masino, 2001; 
Xu et al., 2005). Tem sido bem estabelecido que, além de sua co-localização 
estrutural, os receptores A2A apresentam uma interação funcional com os 
receptores dopaminérgicos D2, assim como há interação entre os receptores 
A1/D1 (Fuke et al., 1998; Xu et al., 2005; Armentero et al., 2011). O uso de 
antagonistas adenosinérgicos, focando principalmente no antagonismo dos 
receptores A2A devido à sua localização, tem sido proposto como possível 
alternativa ou complemento na terapia da doença de Parkinson (Xu et al., 2005; 





 Com o objetivo de estipular as doses adequadas para os estudos em 
animais, inicialmente foi realizado um screening farmacológico. Doses 
crescentes foram administradas a camundongos para caracterização dos seus 
efeitos gerais e não foram observados sinais representativos de toxicidade nos 
animais nas doses de 50 e 500 mg/kg (oral). As alterações de aumento na 
atividade motora e aumento no reflexo a um estímulo (auditivo) são explicadas 
devido à ação estimulante da cafeína (para revisão sobre cafeína, ver 
Heckman et al., 2010). A presença de estereotipia nos animais deve-se 
provavelmente à estimulação indireta do sistema dopaminérgico pela cafeína. 
Por este motivo, estas alterações foram observadas apenas em animais 
tratados com extratos integrais. 
 No que se refere à doença de Parkinson, foram utilizados dois modelos 
animais úteis para avaliação de possíveis drogas antiparkinsonianas: indução 
de catatonia por haloperidol (Wang et al., 2005; Luthra et al., 2009) e o 
comportamento rotacional após lesão unilateral (Ungerstedt e Arbuthnott, 1970; 
Deumens et al., 2002; Andrade et al., 2011). 
 Na indução de catatonia foi utilizado um antagonista dopaminérgico, o 
haloperidol. Substâncias capazes de inibir ou reverter o comportamento 
catatônico induzido por esta droga podem ser consideradas como possíveis 
drogas para o tratamento do déficit motor apresentado por pacientes da doença 
de Parkinson. Já havia sido demonstrado que antagonistas adenosinérgicos, 
entre eles a cafeína, têm efeito sobre este modelo animal (Malec, 1997; Varty 
et al., 2008; Trevitt et al., 2009; Shook et al., 2010). Também já foi observado 
alívio nos sintomas de pacientes com a doença de Parkinson após a ingestão 





cafeína, uma vez que esta foi capaz de bloquear a catatonia, bem como as 
doses mais altas das amostras de café cafeinadas. Foram usados neste teste o 
café forte e o café extra-forte, cujas amostras apresentaram os menores 
conteúdos de cafeína. 
 Um dos modelos mais utilizados para estudo da doença de Parkinson é 
a lesão unilateral do sistema nigroestriatal pela injeção local de 6-OHDA, que 
além da depleção de neurônios dopaminérgicos no feixe em que é injetada, 
promove aumento no número de receptores D2 na membrana pós-sináptica 
(Creese et al., 1977). A lesão realizada no feixe prosencefálico medial, 
especialmente, induz um aumento rápido nestes receptores, semelhante ao 
que ocorre em estágios iniciais da doença de Parkinson (Sun et al., 2010). 
Levando isso em consideração, foi escolhida a lesão neste local, para 
avaliação da possível neuroproteção dos extratos testados, administrados 
previamente, mimetizando o que acontece com a população que faz o 
consumo regular de café. 
 A lesão unilateral com 6-OHDA promove desbalanço sensório-motor nos 
animais e assim o comportamento rotacional apresenta-se de maneira diferente 
se induzido por apomorfina ou por metanfetamina. A apomorfina é um agonista 
direto de receptores dopaminérgicos, e devido ao “up-regulation” de receptores 
no lado lesado, promove maior ativação deste hemisfério e induz rotações 
contralaterais. A metanfetamina, por outro lado, é um agonista indireto, 
promovendo liberação de dopamina e inibindo sua recaptação no terminal pré-
sináptico e, portanto, atua apenas nos neurônios intactos no hemisfério oposto 
ao da lesão, produzindo rotações ipsilaterais. Alterações menores na 





rotações podem ser induzidas quando 50% dos neurônios dopaminérgicos 
sofreram degeneração, mas a apomorfina requer perda de pelo menos 90% 
desses neurônios (Hefti et al., 1980). 
 O procedimento piloto de lesão do feixe prosencefálico medial direito 
objetivou determinar a quantidade mínima necessária de 6-OHDA para 
provocar tal extensão de lesão, sendo que a única dose testada capaz de 
provocar comportamento rotacional foi a injeção de 12μg de neurotoxina. Este 
teste inicial foi importante para adequar o procedimento de lesão às condições 
experimentais vigentes, e seus parâmetros resultantes foram utilizados para 
avaliação dos efeitos do café e da cafeína no comportamento rotacional. 
 A administração continuada de 500 mg/kg de café forte foi capaz de 
diminuir significantemente o número de rotações induzidas por metanfetamina. 
Este tratamento também diminuiu a média de rotações contralaterais induzidas 
por apomorfina em 69% sem, no entanto, ser estatisticamente significante. 
Nenhum dos outros tratamentos alterou o número de rotações, sejam induzidas 
por apomorfina ou metanfetamina. Estudos anteriores demonstraram a cafeína 
como neuroprotetora no modelo experimental de injeção de 6-OHDA 
(Joghataie et al, 2004; Bové et al, 2005; Aguiar et al, 2006), resultado não 
observado neste teste. Ressalta-se que os autores destes estudos utilizaram 
administração intraperitoneal de cafeína e induziram a lesão no estriado. O 
presente protocolo diverge destes estudos ao tentar mimetizar a doença 
humana em dois aspectos: o consumo via oral da cafeína e o padrão de 
degeneração nigroestriatal das fases iniciais da doença. 
Ainda em relação aos animais submetidos à lesão no feixe 





dosagem de monoaminas e alguns metabólitos no estriado mostrou diferença 
significante dos grupos experimentais apenas quando estes foram comparados 
com o grupo sem lesão. Este resultado sugere que o tratamento com o café 
não foi capaz de alterar a dinâmica produção/degradação da dopamina, 
noradrenalina ou serotonina. Os estudos anteriores realizados com a 
administração intraperitoneal de cafeína mostraram não apenas alteração 
comportamental, mas também diminuição da lesão provocada pela 6-OHDA, e 
consequentemente menor queda nos níveis de dopamina (Joghataie et al., 
2004; Aguiar et al., 2006; Kalda et al., 2006). 
 Em estudo anteriormente desenvolvido no Departamento de 
Psicobiologia da UNIFESP, Molska (2009) testou extratos de café verde (não-
torrado) também nestes modelos animais da doença de Parkinson. Foram 
observados resultados semelhantes no bloqueio da catatonia induzida por 
haloperidol, reforçando a ideia de que o efeito se deva à presença da cafeína. 
Contudo, não foi encontrado efeito do tratamento repetido com o extrato de 
café verde no modelo da 6-OHDA, seja utilizando a lesão no feixe 
prosencefálico medial como no estriado. Por outro lado, o desafio (no 14° dia 
após a cirurgia) com extrato de café verde na dose de 400mg/kg induziu nos 
animais um padrão de rotação similar ao produzido pela metanfetamina. Este 
resultado, como sugerido pela autora, pode ter sido promovido pela presença 
de cafeína, através de seu mecanismo indireto de liberação dopaminérgica, ou 
por outros constituintes do café. 
 Deve também ser considerado que durante o processo de 
descafeinização não apenas a cafeína é removida por arraste, uma vez que o 





Ademais, outros compostos presentes no café tem relatos que podem 
contribuir para sua possível ação sobre a doença de Parkinson. Em cultura 
celular, o composto clorogênico 3,4-diferoil-1,5-quinídeo, formado durante a 
torra, foi capaz de inibir o transportador de adenosina (De Paulis et al., 2002). 
O ácido caféico, também presente no café, apresentou efeitos neuroprotetores 
no modelo animal do MPTP (Tsai et al., 2011). Também já foi relatado que o 
ácido caféico é um substrato da COMT e um trabalho realizado por Wang et al. 
(2010) verificou que a administração do ácido caféico a coelhos tratados com 
L-DOPA e carbidopa aumentou a biodisponibilidade de L-DOPA. 
 De maneira geral, o conjunto de resultados obtidos ampara a hipótese 
de que o café pode agir como neuroprotetor, especialmente na doença de 
Parkinson. O bloqueio da catatonia induzida pelo haloperidol e a diminuição no 
número de rotações no modelo de lesão pela 6-OHDA, ainda que tal efeito 
tenha sido discreto, indicam que o café pode modular o sistema dopaminérgico. 
A atividade anticolinestarásica pode contribuir para a regulação da transmissão 
colinérgica, afetada na doença de Alzheimer, e em menor escala na doença de 
Parkinson. A atividade antioxidante encontrada deve contribuir como fator de 
proteção nestas doenças neurodegenerativas, especialmente ao 
considerarmos seu uso crônico. Por fim, o papel da cafeína, apesar de não 
completamente elucidado, apresenta-se como fundamental. 
 De fato, ainda há muito a ser investigado para que possa ser confirmado 
o efeito neuroprotetor do café nestas doenças neurodegenerativas. A avaliação 
imunohistoquímica para tirosina-hidroxilase na substâncias negra de parte dos 
animais utilizados neste estudo será feita no futuro e poderá contribuir para 





OHDA. A avaliação do efeito dos diferentes constituintes do café isoladamente, 
bem como o uso de agonistas e antagonistas do sistema adenosinérgico (e de 
outras sistemas) certamente constituem importantes ferramentas para uma 






















 A partir do trabalho realizado, conclui-se: 
 Extratos de café torrados apresentam atividade antioxidante, 
demonstrada em dois modelos in vitro; 
 A ação anticolinesterásica apresentada por extratos de café integrais 
(equilibrado, forte e extra-forte), parece ser diretamente relacionada ao 
seu conteúdo de cafeína, uma vez que não foi observada no café 
descafeinado; 
 O bloqueio efetivo da catatonia induzida pelo haloperidol, observado 
apenas em animais tratados com as doses mais elevadas de cafés 
integrais (forte e extra-forte), evidenciam sua atividade pró-
dopaminérgica. Esta atividade relaciona-se provavelmente à cafeína, 
uma vez que esta também produz tal ação se administrada isolada e 
cafés descafeinados não a apresentam; 
 Por fim, a diminuição no número de rotações no modelo de lesão pela 6-
OHDA, ainda que de forma limitada, sugere que o café pode ter um 
papel neuroprotetor neste modelo. O mecanismo permanece incerto, 
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